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Summary 
Endometrial carcinoma is the most freqluent malignancy of the female genital 
tract. Mainly postm~enopausal women are affected. and most of the patients 
are diagnosed at an early stage. This is due to the faad that endametrial 
cancer leads to complaints of postmenopausal blood loss in the majority of 
the cases. Current treatment consists of hysterectomy with bilateral 
oophoredxcsrny and dependent on tumor stage, tiurnor grade a~nd patient age, 
postoperative radiotherapy is applied. With thlis treatment strategy 
endometrial carcinoma generally has a good prognosis; >$O% 5-year 
disease free survival. However, some patients present with recurrent 
dlisease shortly after completed therapy. Insight in the molecular alterations 
observed in endometrial carcinoma, could be helpful for the identification of 
aggressive tumors and for the selection of additional treatment modalities. In 
the current thesis various molecular pathways were studied in patients with 
FIG0 stage I endornettrioid endo~m~etrial carcinoma and related to the 
development of recurren,t disease. 
An outl~ne of the clinical background and current treatment strategy as well 
as the conventional cllinico-pathological risk factors for recurren~ce, are! 
described in chapte"er, After a shot-! introduction into the cell cycl~e and its 
checkpoints, the molecular pathways studlied in this thesis, are described in 
more detail. Finally, the aims of the thesis are presented with an outline of 
the indivildual chapters. 
lln chapter 2, the study design is described with the selection procedure for 
both patients and their matched controls. Paraffin embedded tumor tissue of 
bot~h primary and available recurrent tulmo~r was used for 
immun~ohistochemicaI analysis, anld DNA was isolated from the paraffin 
sections for mutation analysis. Thlree specialized tech~niques em~ployed Iln 
this thesis are described 11n detail: direct sequencing, restriction fragment 
llength polymorphism (IRFLP), and methylation specific PCR ([WISP). 
Three co~mponents of the Wnt pathway were studied in relation to the 
development of recurrent endometrial carcinoma (chapter 3).  
lmrnunoh~istoch~erruical expression of APC, j3-catenin and E-cadherin could 
not. be used to predict recualrencle. However, absence off E-cadherin 
expression was sign~ificantly associated with the development of distant 
metastasis. Yet, the absence of E-cadherin expression in primary tumors 
could not be expllained by the presence of E-cadherin genle promoter 
methylation. Innovative findings in this study were the identification of dPC 
gene mutations in up to 43% af primary endometrial cancers. However, oly a 
minority of these mutations would putatively lead to a truncatin~g, and hence 
a dysfunctional APC protein. Deterrninat~ion of APC promotes methylation 
was not useful for either the prediction of recurrence, or the expression 
patterns of the tested proteins. 
In chapter 4, we evaluated whether a defective mismatch repair system was 
correlated with recurr endomletrial carcinoma. Although some previous 
re,ports obsewed a more favorable outcome in patients with tumors 
demonstrating a defective MMR system, we could not co~nfirm these findings 
nn our study. Irnrnumohistochemical expression of hlMILHl and hMSH2 were 
determined in both primary 3rd recurrent tumors. Although there tended to 
be higher e~~pressio~n levelsof both 1hfvlLWI1 a~nd hMSW2 in recurrent tumors 
compared to prima~ry tumors, the discriminative effect was not strong enough 
to select those primary tumors prone to recurrence. Besides, a few reculrrent 
tumors appeared to be completely negative for hMLH1 or hMSH2, which 
supports the fact that this marker is not an appropriate tool for the selection 
off aggresslive tumors. The comparative analysis of primary and recurrent 
tumlors was illustrative for the understandinlg of the subsequently events in 
derailment of the MMR system. The i~nitial step toward~s a defective MMR 
appears to be hMCHl gene promoter methylation. During progressio~n of 
tumor the level of hMLHI methyllatian seems to increase followed by 
decreased hMLHl expression, and an increased incidence of MSI. 
During progression of tumor the level of n~ethylation seems to increase 
foilawed by decrleased expression of hMLH1 and dinellly demonstrating the 
presence MSI. In chapter 5 the expression levels of the progesterolsre 
receptor by irnmunohistochemi and determined the presence of those two 
polymorphisrns in the PR gene: PROGINS, and +J31 GSA polymorphism. W 
demonstrated that low PR expression tended to be associated with recurrent 
disease, in the presence of PR , PROGINS alterations were slignil[i~caintly 
associated with the development of recurrent disease. 
In chapter 6, we investigated whether activating gen~etic or epigenetic 
mutations in the Ras signaling cascade are predvctive for the development of 
recurrences. Te presence of K-ras and 5-raf mutations was dettermtnedi in 
both patient groups, together with the detection of RASSFYA, promoter 
methylation. No differences were found between patients with and without 
recurrence. The high percentage of WISSFlA methylat~on (85%) was 
striking. So far RASSF'JA methylation was not and S-raf mutations only once 
re~poried in endometrial carcinoma. Also in premenopausal endometrial 
cancers, an eqiuallly high percentage of RASSFSA methylation was 
established. Therefore, m~ethylation of the iRPlSSFlA promoter could not only 
be explained by advanced age but alppears to be an early event in the 
pathogenesis of endometrial carcinoma. 
Alterations associated with p53 function were studled with respect to the 
development: of recurrent endometr~al carcnnoma (chapter 7). 
Irnrnunohisltochernical analysis of p53, rndm2, and p21 was performed, as 
well as p53 mutatlon analysis of exons 5-8 and 11 by dlrect sequencing. 
lCiverexpression of p53 was sign~ficalntlly associated with the development of 
recurrent disease, independent of tumor grade or applied radiotherapy. 
However, verexpresslon of p53 could only in a mlnority of the cases be 
explallned by mutations, suggesting that p53 averexpression is the result of 
aberrations in X,he p53 degradatian mechanism. As the levels of p53 protein 
do nat carrelate with the expression levels af p53-inducible proteins mdm2 
anld p21, ~t IS likely that the over~xpressed p53 in patients with recurrence is 
dysfwnctianal. The exact mechanism of p53 dysfunction in endometrial 
carcinoma co~uld not be clarified. 
In cPrapt@r 8, we evaluated whether microvessel density (MVD) and hypoxia 
are predictive for recurrelnt endometrial carcinoma. Immunohistolc~henviGal 
double stai~ning was performed for vWF(FVlll)and CD31 , 1bott-1 markers for 
endlothelial cells, and for carbonic anhydrase IX (CA-IX), a marker for 
hypaxia. The staining was evaluated using image analysis software. High 
microvessel density was an independent predictor for relapse. MVD was not 
related to GA-IX expression, either directlly or inversely. 
In chapter 9, the aims of the thesis are discussed in the ilighti of the results 
from the different studies. Interactive analysis of the different studied 
pathways is performed and the results are compared to the literature. 
Limitations of the thesis are mentioned, and the future perspectives 
regarding the implernentat~on of the currelnt findings into clinical practice are 
discussed. 
Samenvatting 
Wet endometriumcarcinm is de meest frequent voooko~men~de maligniteit 
van de vrouwelijk tractus geuitalis. Het betreft voornamelijk 
postmenopauzale vrouwen, die meestal in een vroeg staduwm worden 
gediagnosticeerd. Dit kan worden verklaard door het feit dat het 
endomeitriurncarcinoam in de meerderheid van de gevallen tot klachten van 
postm~enopauzaal bloedverlies leidt. De huidige behandeling bestaat u10 een 
uterusextirpatie met meenemen van beidie adnexa. Ahankelijk van 
tumorstadium, tulm~orgraad en de leeftijd wordt postoperatîeve radiotherapie 
gegeven. Met deze behandelingsstrategie h~eefit het endometriurncarcinoom 
een gaede prognose. Echter, in sommige patiënten ontwikkelt zich kort na 
adequate therapie een recidief. Inzicht in de moleculaire veranderingen in 
het enclometriumcarcinolam, zou kunnen bijdragen aan de identificatie van 
agressieve tumoalen en de selectie voor aanvullende 
behandelingsrnodaliteiten. In dit proefschrift zijn moleculaire veranderingen 
in verschillende cellulaire mechanismen bestu~deerd in als FIGQ stadium I 
geclassificeerde enclometrioïd endollm~etriumcarcinoorn en gerelateerd aan 
de ontmsikkelling van een recidief. 
Een overzicht van de klinische achte~rgrond en dle huidige 
behandelingsstrategie wordt gegeven in hoofdstwk 5' waarlbiij de 
conventionele kli~nisch-pathologische risicafactolren warden genoemd. Na 
een korte introductie in de celcyclus en de bijbehorende 
controllemechanis~m~en~ worden de versrnhillende cellulaire mechanismen die 
bestudeerd zijIn in d11t proefschrift, nn detail beschreven. De 
onderzoeksvragen en een ovelrzicht van de hoofdsitukken van dit proefschrift 
worden vermeld. 
In hoofdstuk 2, wordt de onderzoeksopzet beschreven met de selectie 
procedure van patienten en hun 'matcheld'co~ntrales. Paraffine ingebed 
weefsel van zowel primaire als beschikbare recidief tumoren werd gebruikt 
voor irnrnuniahistochernische analyses, bovendien werd DNA geaso~leerd 
voor a.a. mutatieanalyse. Drie gespecialisleerde techinieken die gebruikt zijn 
in dit proefschrift zijn in detail beschreven: 'darect sequeincing', 7estrictiion 
fragm~enl ength po1lymorphrsm"RFLP) en de rnethylering specifieke PCR 
(MSP). 
Drie componenten va1n de Wnt signaaltransductiecascade werden 
bestudeerd in relatie tot de ontwikkelling van een recidief 
endometriurncarcinoom (hloofdstsrk 33. De irnmunohistochernusche expressie 
van AIPC, p-catenin en E-cadherine kon niet worden gebrwilkt voor het 
voorspellen van het optreden van een recidief. 01e aanwezigheid van APC 
mutaties in 43% van de primaire endometriurncarcinomen is een nieuwe 
bevinding in deze studie. Slechts een minderheid van deze APC mutatiies 
zou potentieel tol: trwncering en een disfunctioneel APC eiwit leiden. De 
aanwezigheid van APC pramote~r nethylering was niet biruikbaar voor de 
voorspelling van een recidief noch voor de expressie van de geteste 
eiwitten. Echter, de afwezigheid van E-cadher~ne xpressie in primaire 
tumoren was significant geassocieerd m~et het optreden van metastasen op 
afstand. Deze afwezigheid van expressie bleek niet het gevolg te zijn van E- 
caorherine promoter methylering. 
In hooMstwk 4, hebben we de relatie van een defect 'mismatch repair' 
(MMR) mechanisme bestudeerd met prognose en het optreden van een 
recidief endometri~urncarcinanam. Hoewel enkele studies een gunstiger 
belaop lieten zien va~n patiënteln met een defect 'mismatch repair" konden 
wij deze bevinding niet bevestigen. Irnrnunohistochemische expressie van 
hMLH1 en hMSH2 werd bepaald in zowel pr~lmaire als recidieftuunolren~. Er 
was een lenidens zichtbaar valn Zaenemende expressie van zowel hMLH1 als 
hMSH2 in recidieftumoren vergeleken met primaire tumoren. Echter, binnen 
de groep van primaire tumoren bleek de expressie van hMLH1 en hMSH2 
niet bruikbaar vaor de selectie van agressieve tumoren. Daarbij bleken ook 
een aantal recidief tumoren compleet negatief voolr hMLH1 of hMSH2. Dit 
ondersteunt het feit dat deze marker niet bruikbaar lijkt. voor de selectie van 
agressieve tumoren. De vergelijking van primaire en reclidiefiumoren was 
illustratief voor het inzicht in de opeenvolgende stappen van een toenemend 
defect MMR systeem. De eerste stap naar een disfunctioneel MMlR systeem 
lijkt het optredeln van hMSicr'l promoter rnethylering. Tijdens tumorprogressie: 
neemt de mate van methylering toe, gevrollgci door afname wan hMLHI 
expressie en toename van microsatelliet instabiliteit. 
In hooJrdstrrS< 5 werd de irnmiunlohistochemischs expressie van de 
progesher'onreceptor (PR) bestudeerd en de aanwezigheid van deze twee 
polymorphismen: PROGINIS en het +331GJA p~lyrnorphism~e. We lieten in 
deze studie zien dat lagie PR expressie met het optreden van een recidief 
was geassocieerd. In aanwezugheid van normale of hoge PR expressie, 
bleek een additionele PROGAIVS veraniderilng in het PR gen significant 
geassoci,eerd met de ontwikkeling van een recidief. 
In hoofdstuk 6, onderzochten we of activerende genetische of epigenetische 
werandleringen in de Ras signaal transductie voorspellend waren voor de 
ontwikkeling van een recidiief. De aanwezigheid van K-ras en B-raf mutaties 
werd bepaald in de beide patiënten groepen, samen met de dietectie van 
RASSF1A prornotes methylering. Er werd geen verschil gevonden tussen 
patiiënten met en zonder recidief. Opvallend was h~ek hoge percentage 
patienten met RASSFIA methyllering (85%). Bot op heden is ;RrUSSF.fA 
methylering niet, en zijn B-raf mutaties nlog slechts eénrnaall gerapporteerd 
in endametriumcarcinoorn. Ook in preme~nopauzale vrouwen werd een 
vergelijkbaar hoog percentage RASSFIA methylering vastgesteld. Daarom 
lij,kt M S S F I A  methylering niet alleen verklaard te kunnen wolrdeni door dl@ 
hogere leeftijd, maar liijkt het ook eein vroeg fenomeen in de pathogenese 
van het endometriumcarcinoorn te z~jn. 
Veranderingen geassocieerd met de TP53 functie werden bestudeerd i~n 
relatie tot de ontwikkeling van een recidief endornetriumcarcinoorn 
(hitlofdstcr'k 73. De expressie van p53, mdm2, en p2i  werd bestudeerd met 
imm~nohiistochemie. Bovendien werd door middel van 'direct sequencing' 
mwtatieanalys;e verricht van de exonen 5-8 en ? 1 van p53. Overexpressie 
van p53 was geassocieerd met de ontwikkeling van een iiecidief, 
onafhankelijk vain tumor gralad of toegepaste postoperatieve radiotherapie. 
Slechts in een klein aantal gevallen van p53 averexpressie, werden mutaties 
gevonden in het p53 gen. Dit suggereert dat p53 overexlpressie vooral het 
resultaat is van veranderingen in het a~fbraakmechanisme. Doordat hloge p53 
expressie niet gecorreleerd was met p53-geïnduceerde eiwitten zoals mdm2 
en p21, Is het aannlemelijk dat hlet tot overexpressie gekomen p53 niet 
fundioneel is. Het exacte mechanisme van p53 disfunctie in 
endometriumrrarcinoorn kon niet worden opgehelderd. 
In hoofdstuk $ werd de microvaatd~ichtheid en hypoxie bestudeerd in relatie 
tot hef ontstaan van een recid~ief endometri~umcarcinoonn. Dit werd gedaan 
door een immunohistochemische dubbelkleuring uilt te voeren op vWF 
(FVlIl) en CD31, beide markers voor endotheelcellen en op 
carbonanhydrase IX (CA-1x1, een marker voor o.a. chronische hypoxie. De 
kleuring werd beoordeeld met behulp van een image analysis systeem. Een 
hoge microvaatdichtheid was een onafhankelijke voorspelUer voor het 
optreden van een recidief. De microvaatdichth~@Id was niet gerelateerd aan 
CA-IX expressie, direct of omgekeerd. 
In hoofdstuk i5i worden de onderzoekcvragen bed~iscussieerd in he2 licht van 
de reswltaftenl van de verschillende studies. Een interactieve analyse van alle 
best~udeerde cell~wlaire mechanismen is ver~richt en de resultaten zijn 
vergeleken met de literatuur. Beper~k~~ngen va het proefschrift worden 
besproken en de toekomstperspectieven voor wat betreft de implementatie 
van de huidige bevindingen in de klinische praktijk wordt beschreven. 
